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Dafür stehen verschiedene Chemikalien zur Verfügung die aber auch einen negativen Effekt auf eine
geringe Anzahl MAP haben können. Immunologische Methoden, die in einer frühen Phase der Infektion
auf der zellulären Immunantwort, in einer späteren Phase der Infektion auf der humoralen Immunantwort
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Zusammenfassung: Mycobacterium avium subsp. paratuber-
culosis (MAP) ist der Erreger der Paratuberkulose oder auch 
Johne’schen Krankheit, einer chronisch verlaufenden Darm-
entzündung der Wiederkäuer. In Milchviehbetrieben ist die Pa-
ratuberkulose als grosses Problem mit hohen wirtschaftlichen 
Verlusten zu werten. Die Tatsache, dass Mycobacterium avium 
subsp. paratuberculosis auch bei Morbus Crohn Patienten isoliert 
wurde, führte zu Diskussionen um den möglichen kausalen Zu-
sammenhang zwischen MAP und Morbus Crohn, der jedoch bis 
heute nicht bewiesen ist. MAP haben dennoch eine besondere 
milchhygienische Relevanz erhalten.
Die klassische kulturelle Nachweismethodik gestaltet sich 
aufwändig und langwierig. In der Primärisolation dauert es 3–4 
Monate, bis Kolonien auf einem Festmedium sichtbar sind. Die 
lange Nachweiszeit macht es auch notwendig, dass zu untersu-
chendes Probenmaterial mit einer hohen Begleitfora einem De-
kontaminationsschritt unterzogen werden muss. Dafür stehen 
verschiedene Chemikalien zur Verfügung, die aber auch einen 
negativen Effekt auf eine geringe Anzahl MAP haben können. 
Immunologische Methoden, die in einer frühen Phase der Infek-
tion auf der zellulären Immunantwort, in einer späteren Phase 
der Infektion auf der humoralen Immunantwort basieren, weisen 
in der Regel schlechte Sensitivitäten auf. Seit einigen Jahren hat 
man das Potential der molekularen Methoden und insbesondere 
der PCR zur Diagnose der Paratuberkulose erkannt.
Abstract: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) 
is the etiological agent for bovine paratuberculosis also known 
as Johne’s disease. The infection of domestic food animals with 
MAP organisms is associated with significant economic losses 
to the livestock industry worldwide through subclinical effects 
and subsequent death of the affected animals. The suggestions 
by some investigators of a possible link between human Crohn’s 
disease and MAP has led to increased awareness of these micro-
organisms as far as public health is concerned. However, due 
to the complex nature of human Crohn’s disease as well as con-
flicting experimental evidence, a definitive link between MAP 
and Crohn’s disease can neither be confirmed nor discarded at 
present.
The classical detection method is based on isolation of MAP 
organisms from samples by culture techniques. However, this ap-
proach is labor intensive and time consuming. Moreover, this ap-
proach may underestimate or fail to detect MAP organisms as a 
result of the chemical decontamination step involved in order to 
prevent culture overgrowth by competing microflora. This step 
may also be deleterious to the MAP organisms in the sample. Im-
munology based detection methods are faster than culture, but 
are hampered by low sensitivity and cross reactivity problems. 
PCR provide a rapid alternative for qualitative and sensitive de-
tection of MAP. Hence, to date a number of conventional PCR as-
says designed for MAP detection have been described.
1. Einleitung
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), ein säure-
festes, schwach gram-positives, aerobes, unbewegliches Stäb-
chen gehört zum M. avium Komplex (MAC). MAP ist der Erreger 
der Paratuberkulose oder auch Johne’schen Krankheit, einer 
weltweit verbreiteten, ansteckenden, chronisch verlaufenden 
Darmentzündung der Wiederkäuer. Die Infektion führt in den 
betroffenen Beständen zu Milch- und Mastleistungsrückgän-
gen, Fruchtbarkeitsstörungen, höherer Infektionsanfälligkeit 
und Todesfällen. Die Infektion zeichnet sich durch eine sehr 
lange Inkubationszeit (4 Monate bis 15 Jahre) mit der klinischen 
Erkrankung als Terminalstadium dieses Prozesses aus. Die kli-
nischen Fälle stellen aber nur die Spitze des Eisberges dar. Die 
jährliche Verlustrate an adulten Tieren einer Herde kann von 
3 bis 10 % variieren. In Jungtieren wird selten ein klinischer Be-
fund ausgebildet, und wenn, dann nur in Herden mit hohen 
Infektionsraten gepaart mit schlechtem Management.
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Untersuchungen zur Paratuberkuloseprävalenz zeigen, 
dass vor allem in Milchviehbetrieben sehr hohe Herdenpräva-
lenzen gefunden werden. In Milchviehbetrieben ist die Paratu-
berkulose als grosses Problem mit hohen wirtschaftlichen Ver-
lusten zu werten (Ott et al., 1999). Nachdem seit längerer Zeit 
bekannt war, dass MAP aus Milch von klinisch an Paratuberku-
lose erkrankten Tieren isoliert werden konnten, zeigen neue-
re Untersuchungen, dass MAP auch in Milch von subklinisch 
infizierten Kühen nachgewiesen werden kann (Sweeney et al., 
1992; Streeter et al., 1995). Zudem lassen die Ergebnisse ver-
schiedener Arbeitsgruppen vermuten, dass MAP, verglichen 
mit anderen Mycobacterium spp., eine höhere Thermoresistenz 
aufweisen und möglicherweise eine Milchpasteurisation über-
leben könnten.
Chiodini et al. (1984) konnten erstmals auch MAP aus Darm-
gewebe von Morbus Crohn Patienten isolieren. Eine kürzlich er-
schienene Arbeit im Lancet beschreibt auch den Nachweis von 
MAP aus Blut von Morbus Crohn Patienten (Naser et al., 2004).
Vor dem Hintergrund einer möglicherweise erhöhten Ther-
moresistenz (Überleben der Dauer- und der HTST-Pasteurisati-
on) sowie dem möglichen kausalen Zusammenhang zwischen 
M. avium subsp. paratuberculosis und dem Morbus Crohn haben 
MAP eine besondere milchhygienische Relevanz erhalten.
Diagnostische Tests zum Paratuberkulose-Nachweis kön-
nen grundsätzlich in zwei grosse Gruppen eingeteilt werden: 
eine erste Gruppe, welche den Erreger durch Mikroskopie von 
Ausstrichen (nach Ziehl-Neelsen), durch die Kultur oder durch 
molekularbiologische Methoden nachweist, und in eine zweite 
Gruppe, welche alle immunologischen Nachweismethoden be-
inhaltet, welche die zelluläre Immunantwort über einen Inter-
feron γ-Test oder – in einer späteren Phase der Infektion - mittels 
Antikörper nachweisen. Tab. 1 gibt eine Zusammenstellung der 
Probenmatrices für den Nachweis von MAP und die dafür häu-
fig angewendeten direkten und indirekten Methoden.
2. Molekularbiologischer Nachweis
Seit einigen Jahren hat man das Potential der molekularen Me-
thoden und insbesondere der PCR zur Diagnose der Paratuber-
kulose erkannt. Ein wichtiger Schritt war die Entdeckung einer 
repetitiven DNA-Insertionssequenz, IS900 (Collins et al., 1989; 
Green et al., 1989; Green et al., 1989). IS900 ist eine 1451–1453 bp 
grosse chromosomale Sequenz, welche in 14–18 Kopien vor-
liegt.
2.1 PCR Methoden
Den ersten PCR-Tests zum Nachweis von MAP in Kot mangel-
te es vor allem an Sensitivität im Vergleich mit der Kotkul-
tur (Vary et al., 1990; Whipple et al., 1992). Collins et al. (1993) 
entwickelten eine verbesserte nested PCR. Bei der nested PCR 
handelt es sich um eine PCR, die nacheinander zwei Ampli-
fikationsschritte mit zwei unterschiedlichen Primerpaaren 
durchführt, was zu einer Steigerung der Sensitivität führt, ein 
solches System aber auch sehr anfällig für Kontaminationen 
macht. Millar et al. (1996) entwickelten die erste PCR, die MAP 
in Milch nachwies. In dieser englischen Studie wurden mittels 
einer IS900 PCR Rohmilchproben und dann in grösserem Um-
fang auch pasteurisierte Milchproben untersucht. Der damals 
verwendeten Methode in der Matrix Milch mangelte es aller-
dings wiederum an Sensitivität. Vor allem wirkten sich bei der 
beschriebenen Probenaufbereitung die im Probenmaterial 
Milch enthaltenen Inhibitoren negativ auf die PCR aus.
Auch andere, mitunter heute auch kommerziell angebote-
ne Nachweissysteme basieren auf dem Nachweis des IS900 Ele-
ments. Die meisten dieser Systeme weisen aber keine internen 
Amplifikationskontrollen auf, was aber heute für eine diagnos-
tische PCR zwingend notwendig ist. 
In jüngerer Zeit wurden nun auch IS900 Elemente in non-
MAP Mykobacterien gefunden (Cousins et al., 1999; Naser et al., 
1999; Englund et al., 2002), was die Spezifität eines solch basier-
ten MAP Nachweissystems in Frage stellt. Auch in eigenen Un-
tersuchungen wurden kürzlich neue, bislang nicht beschrie-
bene Mycobacterium spp. gefunden (M. chelonae, M. terrae und 
M. xenopi), die mittels der von Hermon-Taylor et al. (2000) be-
schriebenen IS900 basierten nested-PCR falsch positive Ergeb-
nisse lieferten (Tasara et al., 2005).
Vor diesem Hintergrund wurde in unserer Arbeitsgrup-
pe eine neue Methode zum Nachweis von MAP entwickelt, 
die auf einer anderen Zielsequenz, dem MAP F57-Gen basiert 
(Tasara and Stephan, 2005). Diese Methode erwies sich als sehr 
spezifisch und zeigte zudem aufgrund einer optimierten DNA 
Extraktion für Milch und andere Matrices eine gute Sensitivi-
tät. Diese Methode wurde im Folgenden im Rahmen von zwei 
Feldstudien eingesetzt, um Prävalenzdaten zum Vorkommen 
von MAP in Bestandesrohmilchproben und in Probenmateri-
al (Kotproben, Milchproben, Gewebeproben) von normal ge-
schlachteten Milchkühen zu erhalten (Bosshard et al., 2006). 
Die Tabellen 2 und 3 geben einen Überblick über Arbeiten, die 
im Zeitraum der letzten fünf Jahre die Etablierung von single-
PCR, nested-PCR und RT-PCR Systemen beschrieben haben.
Die Zellen von MAP sind aufgrund ihrer Fähigkeit in Ma-
krophagen überleben zu können und der damit zusammen-
hängenden speziellen Zellwandstruktur viel resistenter gegen 
eine Zelllyse. Methoden, die mit SDS-Proteinase K, 6 M-Gua-
nidin-Thiocyanat oder mit einem Kochschritt arbeiten, sind 
Tab. 1 Probenmatrices und häufig verwendete direkte und indirekte 
Methoden zum Nachweis von MAP.
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Separation (IMS) oder einer Vorkonzentrierung der MAP über 
magnetische Kügelchen beschichtet mit Phagen oder Pepti-
den zu erreichen. Tab. 4 gibt einen Überblick über Arbeiten der 
letzten Jahre mit dieser Ausrichtung.
2.2 NASBA-Technik
NASBA ist eine Technologie zur isothermalen, d. h. auf nur ei-
ner Temperaturstufe ablaufenden Amplifikation von RNA-Se-
quenzen mittels einer bestimmten RNA Polymerase. In einem 
weiteren Schritt erfolgen daraufhin die Detektion der ampli-
fizierten RNA-Sequenzen sowie die Ausgabe der Ergebnisse in 
einem einfachen und übersichtlichen Format. Diese Technik 
wurde von Rodriguez et al. (2004) etabliert, um MAP in Milch 
und Wasser nachweisen zu können.
2.3 FISH-Technik
Die Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) ist ein Verfahren, 
um unter anderem die mRNA in der Bakterienzelle sichtbar zu 
machen. Es werden bei einer solchen Färbung nur diejenigen 
Zellen angefärbt, in denen das zu untersuchende Gen aktiv ist 
und in denen daher die mRNA vorliegt (Nachweis lebender Zel-
len). Diese Technik wurde in zwei unterschiedlichen Arbeiten an-
gewandt, um einerseits MAP in Biofilmen von wasserführenden 
Systemen und andererseits in Gewebe von Morbus Crohn Pati-
enten nachzuweisen (Romero et al., 2005; Lehtola et al., 2006).
3. Weitere Diagnostik
3.1 Direkte Nachweismethoden
3.1.1 Mikroskopie von Gewebematerial
3.1.1.1 Biopsie
Vom Bioptat werden auf einem Objektträger Ausstriche her-
gestellt, die anschliessend nach Ziehl-Neelsen angefärbt wer-
den. Im Präparat werden säurefeste (rote) Stäbchen gesucht. 
Typisch für MAP ist ihre Anordnung in Klumpen oder Nestern 
innerhalb der Makrophagen. Anhand der Morphologie, Grösse 
und Anordnung wird die Diagnose gestellt. Da sich in solchen 
Ausstrichen auch häufig Umweltmykobacterien befinden, 
die sich ebenfalls anfärben lassen, weist diese Methode eine 
schlechte Spezifität auf.
3.1.1.2 Histopathologie
Material vom distalen Ileum und von ileocaecalen Lymphkno-
ten wird in Formalin fixiert und daraus Dünnschnitte herge-
stellt, die mit Hämatoxylin-Eosin (HE) und nach Ziehl-Neelsen 
(ZN) gefärbt werden. Auch hier liegen die Bakterien typischer-
weise in Nestern innerhalb von Makrophagen (obligat intra-
zelluläre Erreger) zusammen. In der HE-Färbung wird vor 
allem nach Makrophagen vom epitheloiden Typ gesucht. Die 
reine mikroskopische Untersuchung kann aber auch hier nicht 
zwischen den verschiedenen säurefesten Stäbchen unterschei-
den.
3.1.2 Kultivierung von MAP
Die Kultivierung gestaltet sich aufwändig und schwierig, denn 
einerseits weisen die Erreger ein sehr langsames Wachstum 
auf, und andererseits benötigen sie einen Nährboden mit My-
nicht oder nicht ausreichend in der Lage, die DNA von MAP 
freizusetzen. Aus diesem Grund scheint ein weiterer Schritt in 
der Probenaufarbeitung unumgänglich, nämlich eine zusätz-
liche mechanische Bearbeitung des Probenlysates z. B. mittels 
RiboLyser™. Dieses System besteht aus einer Hochgeschwin-
digkeits-Zentrifuge, die mit Pendelbewegungen im Uhr- und 
Gegenuhrzeigersinn sowie Auf- und Abbewegungen in der 
Horizontalen arbeitet. Zum Aufbrechen der Zellwand kommt 
es durch die in Vibration versetzten Partikel aus Silikon und 
Keramik.
Es wurde versucht, die Nachweisempfindlichkeit der PCR-
basierten Methoden zu verbessern. So lagen die Hauptstrate-
gien der letzten Jahre darin, die Sensitivität entweder durch 
einen vorgelagerten Schritt einer immuno-magnetischen 
Tab. 2 Beispiele für kürzlich publizierte konventionelle PCR Systeme.
Zielsequenz PCR Format Literaturstelle
IS Mav2 Single PCR Shin et al., 2004
F57 Single PCR Vansnick et al., 2004
IS 900, hspX Single PCR Clark et al., 2006
IS 900, F57 Single PCR Herthnek et al., 2006
IS 900, F57 Multiplex PCR Tasara et al., 2005
IS 900 Nested-PCR Englund et al., 2001
IS Map02 Nested-PCR Strabel et al., 2005






IS 900* nein <100 Zellen/ml O’Mahony et al., 2004
IS 900, 251, 
UVA*
nein Keine Angabe Rajjev et al., 2005
IS 900* ja 100 Zellen/ml Wasser 
oder 20 ml Milch
Rodriguez-Lazaro et al., 
2005
IS 900° nein 0.07 Zellen Ravva et al., 2005
IS 900+ nein 500 cfu/g Kot Bogli-Stuber et al., 2005
F57* ja 10 Zellen/10 ml Milch Tasara and Stephan, 
2005
IS 900, hspX ja Keine Angabe Brey et al., 2006
IS 900 nein 100–10.000 cfu/Kot Jaravata et al., 2006
*Sonden; °SYBR green und Sonden; +SYBR green
Tab. 4 Optimierung der Sensitivität PCR basierter Methoden.
Konzentrationsschritt Zielsequenz der PCR Literaturstelle
IMS IS 900 Grant et al., 2000
Beads mit Phagen IS Mav2 Stratmann et al., 2002
IMS IS 900 Khare et al., 2004
IMS IS 900 Whan et al., 2005
aMptD Peptid IS Mav2 Stratmann et al., 2006
IMS = Immunomagnetische Separation
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cobactin-Zusatz als Wachstumsfaktor. In neuerer Zeit wurden 
zudem so genannte «Spheroblasten» (eine Form der MAP mit 
Zellwanddefekt) isoliert. Diese besondere Form der MAP färbt 
sich nicht mittels der Ziehl-Neelsen-Färbung an und vermehrt 
sich in der Kultur noch viel langsamer.
Die Kultur von MAP gelang erstmals Twort und Ingram 
(1912). In Kulturröhrchen, die versehentlich über einige Mo-
nate nicht gereinigt wurden, wuchsen Satellitenkolonien um 
Mycobacterium phlei. Mycobacterium phlei diente dabei als My-
cobactin-Lieferant, ein Eisenchelatbildner, der zur Hydroxa-
matgruppe der Siderophore gehört. Dieser essentielle Wachs-
tumsfaktor kann von MAP selber in der Kultur nicht gebildet 
werden.
Auf Festmedium stellt sich Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis als kleine (1–5 mm), feste, rauhe bis glatte, glän-
zende und in der Regel unpigmentierte Kolonie dar. Bei Scha-
fen wurden z. T. auch pigmentbildende Stämme gefunden.
Das Anzüchten der langsam wachsenden Organismen wird 
üblicherweise auf einem eigelbhaltigen Medium mit Mycobac-
tinzusatz vorgenommen: HEYM (Herrold’s egg yolk medium), 
Löwenstein-Jensen-Medium, modifiziertes Dubois-Medium 
und diverse Middlebrook-Medien. Eine kürzlich erschienene 
Arbeit vergleicht vier verschiedene Medien für den Nachweis 
von Typ II und Type I/III Stämmen (De Juan et al., 2006). In der 
Primärisolation dauert es 3–4 Monate, bis Kolonien auf einem 
Festmedium sichtbar sind, ein Umstand, der dazu führen kann, 
dass die Mycobacterien während der langen Inkubationszeit 
von kompetitiver Flora überwachsen werden können. Es ist da-
her notwendig, dass Probenmaterial mit einer hohen Begleit-
fora (z. B. Rohmilch) einem Dekontaminationsschritt unterzo-
gen werden muss. Dafür stehen verschiedene Chemikalien zur 
Verfügung, die wiederum aber auch einen negativen Effekt auf 
das Wachstum einer geringen Anzahl an MAP haben können.
Die Kultur weist bedingt durch die Wachstumsabhängig-
keit von Mycobcterium paratuberculosis von Mycobactin J eine 
Spezifität von annähernd 100 %, jedoch eine Sensitivität von nur 
rund 50 % auf. Die kulturelle Methode gilt aber trotz all ihrer 
Nachteile heute nach wie vor als Goldstandard.
Als Alternative zum herkömmlichen, konventionellen 
Nachweis von Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis hat 
sich eine Methode aus der Tuberkulose-Diagnostik etabliert. 
Diese Kulturmethode basiert auf der Detektion von Radioisoto-
pen. Dazu wird ein 14C-markiertes Substrat (meist Palmitinsäu-
re) in einem flüssigen Kulturmedium zu radioaktivem 14CO2 
metabolisiert, welches dann in der Gasphase über der Kultur 
gemessen werden kann. Bereits schon 9 Tage nach der Beimp-
fung konnte mittels eines BACTEC 7H12-Middlebrook-Medium 
Wachstum nachgewiesen werden. Diese Methode wurde wei-
terentwickelt und liegt heute auch als nicht radioaktive Me-
thode vor.
3.2 Indirekte Nachweismethoden
Eine MAP-Infektion äussert sich in einem breiten Spektrum 
immunologischer Antworten. In einer frühen, subklinischen 
Infektion dominiert die T-Zell vermittelte, zelluläre Immunant-
wort, wohingegen in einer späteren Phase der Infektion die 
antikörpervermittelte, humorale Immunantwort im Vorder-
grund steht. So wird auch aus dem Blickwinkel der Diagnos-
tik zur Erkennung der Frühphase einer Infektion die zelluläre 
Immunantwort über einen Interferon γ-Test, in einer späteren 
Phase dann Antikörper mittels ELISA nachgewiesen. Der Nach-
teil der immunologischen Methoden ist die schlechte Sensitivi-
tät, die im Bereich von etwa 50 % liegt.
3.2.1 Intradermaler Johnin-Test
Es handelt sich dabei um eine allergische Reaktion (zelluläre 
Immunität) sensibilisierter Tiere, die nach intradermaler Ver-
abreichung von Antigen eine ödematöse Schwellung der Haut 
zeigen. Dazu werden dem zu testenden Tier 0.2 ml Johnin intra-
kutan appliziert und 24 bis 48 Stunden nach der Injektion die 
Reaktion bewertet. Eine Dickenzunahme der Haut an der Injek-
tionsstelle von mehr als 5 mm gilt als positiv. Statt Johnin wird 
auch ein aviäres, gereinigtes Proteinderivat (= PPD) verwendet, 
dessen Wirkung aber erst nach 72 Stunden abgelesen wird.
Der Test erlaubt es allerdings nicht, alle infizierten Tiere 
aufzufinden. In einer älteren Arbeit wurde gezeigt, dass die 
Reaktion bei einigen Tieren bei Mehrfachtestung positiv oder 
negativ ausfallen kann. Zudem wurden mittels intradermalem 
Johnin-Test bis zu 54 % falsch-positive und 40 % falsch-negative 
gefunden (Larsen und Kopecky, 1965).
3.2.2 IFN-gamma Test
Spezifische Antigene von Mycobacterium paratuberculosis sti-
mulieren im Reagenzglas (in vitro) T-Zellen. Wenn diese die 
Antigene erkennen, weil sie im Rahmen einer Infektion schon 
einmal präsentiert wurden, produzieren sie vermehrt ver-
schiedene Botenstoffe, unter anderem Interferon-γ. Im Zell-
überstand kann dieses gemessen werden.
3.2.3 Antikörpernachweis
Zum Antikörpernachweis werden überwiegend Sandwich-
ELISA Systeme angewendet, die durch verschiedene Anbieter 
auch kommerziell erhältlich sind. Es bestehen aber mitunter 
grosse Unterschiede in den verwendeten Antigenen, was ei-
nen Vergleich von Ergebnissen sehr erschweren kann. Dies ist 
vor allem dann der Fall, wenn mit dem Protoplasmic Antigen 
gearbeitet wird; es ist zudem notwendig, dass eine Präadsorp-
tion mit M. phlei durchgeführt wird, um unspezifische Reakti-
onen verhindern zu können. Eine kürzlich erschienene Arbeit 
vergleicht drei kommerziell erhältliche Systeme (McKenna et 
al., 2006).
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